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Resumo:

Os fungos de armazenamento sdo agentes de deterioragdo de sementes. Neste sentido, o tratamento
de sementes através de extratos vegetais tem sido utilizado como alternativa ao uso de insumos qui-
micos, visando o controle de doengas. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito in vitro de extratos alcodlicos sobre a micoflora de sementes de feijao-caupi. O estudo foi con-
duzido no laboratério de Fitopatologia da Universidade federal Rural da Amazdénia- UFRA. As semen-
tes utilizadas no experimento passaram pelo processo de assepsia, em seguida foram colocadas em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA e o extrato vegetal de cravo-as-india, canela, alecrim,
alho e capim-santo na concentragdo de 10%. As placas foram mantidas em bancada com temperatura
de 28 + 2°C e fotoperfodo de 12 h (claro/ escuro). Foram feitas avaliagdes didrias durante sete dias para
verificar a incidéncia de fungos nas sementes. Os resultados obtidos foram submetidos a Andlise de
Variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott- Knott (p-valor=0.05). Os extratos de

1 Artigo proveniente de um Trabalho de Conclus&o de Curso de autoria de Ana Karoliny Alves Santos. Realizado na Universidade Federal
Rural da Amazonia, no ano de 2019 sob orientacio da Dra. Iris Lettiere do Socorro Santos da Silva.
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Atividade antifiingica de extratos vegetais alcodlicos sobre o desenvolvimento
in vitro de fitopat6genos em sementes de Vigna unguiculata L.

cravo-da-india, canela, alho e capim-santo foram os que obtiveram melhores resultados, quando com-
parado ao tratamento controle. Com isso conclui-se que os extratos de cravo-da-india, canela, alho e
capim-santo na concentragdo de 10%, sdo eficientes na inibigdo do crescimento micelial de fungos
provenientes de sementes de feijao-caupi.

Palavras-chave: Controle alternativo, patologia de sementes, fungos, doenca.

Antifungal activity of alcoholic plant extracts on the in vitro
development of phytopathogens in seeds of Vigna unguiculata L.

Abstract:

Storage fungi are agents of deterioration of seeds. In this sense, seed treatment using plant extracts
has been used as an alternative to the use of chemical inputs, aiming at disease control. Therefore,
this study aimed to evaluate the in vitro effect of alcoholic extracts on the cowpea seed mycoflora. The
study was conducted in the Phytopathology laboratory of the Universidade Federal Rural da
Amazdnia - UFRA. The seeds used in the experiment went through the asepsis process, then they were
placed in Petri dishes containing PDA culture medium and the plant extract of cloves, cinnamon, rose-
mary, garlic and lemon grass in a concentration of 10%. The plates were maintained on a bench with
a temperature of 28 + 2°C and a photoperiod of 12 h (light / dark). Daily evaluations were carried out
for seven days to check the incidence of fungi in the seeds. The results obtained were submitted to
Analysis of Variance and the averages were compared by the Scott-Knott test (p-value<0.05). The ex-
tracts of cloves, cinnamon, garlic and lemon grass were the ones that obtained the best results when
compared to the control treatment. With this it is concluded that the extracts of clove, cinnamon,
garlic and lemon grass in the concentration of 10%, are efficient in inhibiting the mycelial growth of
fungi from cowpea seeds.

Keywords: Alternative control, pathology of seeds, fungi, disease.

Actividad antifiingica de extractos de plantas alcohdlicas en el desarrollo
in vitro de fitopatdégenos en semillas de Vigna unguiculata L.

Resumen:

Los hongos de almacenamiento son agentes de deterioro de las semillas. En este sentido, el trata-
miento de semillas con extractos de plantas se ha utilizado como una alternativa al uso de insumos
quimicos, con el objetivo de controlar la enfermedad. Delante de eso, este estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto in vitro de extractos alcohdlicos en la micoflora de semilla de caupf. El estudio se
realizé en el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Federal Rural del Amazonas - UFRA. Las
semillas utilizadas en el experimento pasaron por el proceso de asepsia, luego se colocaron en placas
de Petri que contenian medio de cultivo APD y el extracto vegetal de clavo, canela, romero, ajo y la
hierba de limén en una concentracién del 10%. Las placas se mantuvieron en una mesa con una tem-
peratura de 28 + 2°C y un fotoperiodo de 12 h (claro / oscuro). Se realizaron evaluaciones diarias du-
rante siete dfas para verificar la incidencia de hongos en las semillas. Los resultados obtenidos se so-
metieron a andlisis de varianza y los promedios se compararon mediante la prueba de Scott-Knott
(valor p=0.05). Los extractos de clavo, canela, ajo y la hierba de limén fueron los que obtuvieron los
mejores resultados en comparacién con el tratamiento de control. Con esto se concluye que los ex-
tractos de clavo, canela, ajo y la hierba de limén en la concentracién del 10%, son eficientes en la
inhibicién del crecimiento micelial de hongos de las semillas de caupi.

Palabras clave: Control alternativo, patologfa de semillas, hongos, enfermedad.
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INTRODUCAO

0 feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) também conhecido como feijdo macassar,
feijao-de-corda, fradinho ou feijao-verde é uma leguminosa de clima tropical, é amplamente
distribuida em regides tropical e subtropical, por ser de facil acesso e facil adaptabilidade,
além de constituir significativamente como alternativas socioecondmicas para regides Norte
e Nordeste do Brasil ( ALMEIDA, 2014; SANTOS et al., 2017). Sua 4rea total plantada no mundo
é de aproximadamente 10,4 milhdes de hectares, sendo que o maior produtor é aNigéria (FAO,
2016). No Brasil, a 4rea plantada na safra de 2016/2017 foi de 458 mil ha, com um rendimento
médio de 416 kg ha-1 (CONAB, 2018).

Essa cultura tem se mostrado bastante eficiente em relagdo a essa tecnologia de baixo
custo (FREIRE FILHO et al., 2011). No entanto, vdrios fatores podem influenciar nesse processo
biolégico como a transmissio de doencas via sementes, dentre elas, os fungos sdo
considerados um dos mais importantes microrganismos que infectam as sementes,
atribuindo a eles a disseminacdo de doengas, apodrecimento de sementes no solo,
deterioracdo no periodo de armazenamento e a producdo de micotoxinas (MENDES;
MESQUITA; MARINO, 2011) como as causadas por Phomopsis sp., Cercospora sp. e Rhizoctonia
solani, que podem acarretar em grandes prejuizos econdmicos por afetar o rendimento e a

qualidade dos graos (HENNING, 2005; HENNING, 2015).

A aplicagdo constante de defensivos agricolas para o controle de fitopatdgenos pode
apresenta sérios efeitos socioambientais, pois seu uso comumente confere as doengas certa
resisténcia, tornando necessarias aplicagdes cada vez maiores (MELO et al., 2018). Diversas
possibilidades de substituicdo aos fungicidas tém sido avaliadas nos dltimos anos, entre eles
os extratos de plantas que apresentam propriedades antimicrobianas e antifingicas, sendo
assim menos téxicas e com maior biodegradabilidade, sendo assim menos prejudiciais ao

ambiente (OOTANI et al., 2011).

Os produtos naturais extraidos de vegetais que possuem agdo fungitédxica direta, como
a inibicdo da germinagdo de esporos e do crescimento micelial, ou indireta, pela indugdo de
produgdo de fitoalexinas ou outros compostos de defesa vegetal da planta sobre fitopatégenos
se mostram evidenciadas em diversos estudos, (ABDEL-KADER; EL-MOUGY; LASHIN et al.,
2011; SILVA et al., 2014; SANTOS et al., 2014) os quais podem ser uma boa alternativa para o

controle de doengas associadas a sementes. Diante disso o presente trabalho teve como
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objetivo a avaliagdo do efeito in vitro de extratos alcodlicos de cravo-da-india, canela, alecrim,

alho e capim santo sobre sementes de feijao-caupi.

MATERIAL E METODOS

Localizagdo do experimento

O ensaio foi conduzido no Laboratdrio Fitopatologia da Universidade Federal Rural da

Amazdnia-UFRA, campus de Belém, Pard (1° 27° 31" S e 48° 26’ 04.5” 0).

Preparo e manutengio dos extratos

A preparagdo do extrato foi de acordo com metodologia adaptada de Rodrigues et al,
(2006). Foram utilizados 100 g do material vegetal de cravo-da-india (S. aromaticum), canela
(C. verum), alecrim (R. officinalis), alho (A. sativum) e capim santo (C. citratus). Esses foram tri-
turados em liquidificador contendo 250 mL de 4gua destilada esterilizada (ADE) e 250 mL de
alcool etandlico P.A., colocados em um recipiente de vidro e submetidos, por um periodo 96
horas, ao processo de extragdo por infusdo. Posteriormente, os extratos foram filtrados atra-
vés de papel de filtro esterilizado e mantidos em recipiente aberto, durante 72 horas, para
favorecer a evaporagdo do édlcool. Apds esse periodo o material foi submetido a radiacdo ul-
travioleta por 30 minutos (UV) para que houvesse a eliminagdo de qualquer patdgeno conta-

minante nos extratos.

Obtencdo das sementes

As sementes de feijao-caupi utilizadas no estudo foram provenientes de plantio co-
mercial localizado no municipio de Paragominas/PA. Para a realizagdo do experimento as se-
mentes foram submetidas a desinfestacdo com dlcool 70% durante 1 minuto, solu¢dode NaClO
a 100 ppm durante 3 minutos e agua destilada autoclavada, as quais foram lavadas para a

retirada do excesso de NaClO e em seguida foram secas em papel de filtro estéril.
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Teste de atividade antifiingica in vitro dos extratos vegetais

As sementes desinfestadas foram colocadas em placas de Petri contendo meio de cul-
tura BDA (Batata—Dextrose—Agar) e o extrato vegetal na concentracdo de 10%. Os tratamentos
foram compostos de extrato de cravo-da-india (T1), canela (T2), alecrim (T3), alho (T4), capim
santo (T5) e o tratamento controle com auséncia de extrato vegetal (T6), cada um contendo
cinco repeti¢des. As placas foram mantidas em bancada, em temperatura ambiente de 28 +

2°C, com fotoperiodo de 12 h (claro/ escuro).

Avaliacdo

As avalia¢des foram realizadas diariamente durante cinco dias, sendo iniciadas 24 ho-
ras apds a montagem do experimento, até que os fungos do tratamento controle completas-

sem o crescimento na placa.

A incidéncia de fungos nas sementes foi feita a partir da visualizagdo dos fungos sobre
as mesmas. O exame morfoldgico dos fungos foi feito ao microscépio éptico, quando necessa-
rio, para a observacdo de detalhes morfoldgicos, comparando-os com informagdes disponi-

veis na literatura (BARNETT; HUNTER, 1972).

Analise estatistica

Os resultados foram tabulados em planilha do tipo EXCEL e expressos em porcentagem
de incidéncia de fungos (HENNING, 1994; GOULART, 1997). Os resultados obtidos foram sub-
metidos a Anélise de Variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott- Knott (p-

valor=0.05), utilizando-se o programa SISVAR, versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS

No teste in vitro, os tratamentos com extratos vegetais de cravo-da-india (T1) alho (T4)

foram os que obtiverem melhores resultados quanto a inibi¢ao do crescimento micelial de
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fungos, sendo considerados estatisticamente os melhores inibidores de fitopatogénos quando
comparados aos demais tratamentos e ao tratamento controle (T6). Enquanto o tratamento
com extrato vegetal de canela (T2) e capim-santo (T5), obtiveram resultados estatisticos
significantes quando comparado ao extrato vegetal de alecrim (T3) e ao T6, porém quando
comparados aos tratamentos T1 e T4 a porcentagem de inibigdo foi inferior. O tratamento de
extrato de alecrim (T5) ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao
tratamento controle, assim ndo havendo inibi¢do do crescimento micelial de fitopatégenos

provenientes de sementes de feijao-caupi (figura 1).

Figura 1. Porcentagem de inibicdo de fungos em sementes de feijao-caupi na presenca
de extratos vegetais. Médias com letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Fonte: Autores.

Conforme a avaliagdo morfoldgica realizada nas sementes de feijao-caupi ao final do
experimento, houve presenca de fitopatogenos nos tratamentos (figura 02). Verificou-se que
no tratamento T1, houve a presenca de fungo do género Curvularia sp., no T2 a presenca dos
fungos Rhizopus sp., e Curvularia sp., presenca dos fungos Aspergillus sp., Curvularia sp.,
Rhizoctonia sp,. Rhizopus sp., e Fusarium sp. no tratamento T3 e no T4 os géneros Rhizopus sp., e
Curvularia sp. No tratamento T5 houve a incidéncia dos fungos do género Aspergillus sp.,
Curvularia sp., e Rhizopus sp., enquanto o tratamento T6 foi observada as estruturas dos fungos

Aspergillus sp., Curvularia sp., Rhizoctonia sp,. Rhizopus sp., e Fusarium sp. (Tabela 1).
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Figura 2. Sementes de feijao-caupi na presenca dos extratos vegetais de canela (T1),
cravo-da-india (T2), alho (T3), alecrim (T4), capim santo (T5) e o tratamento

controle (T6).
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Fonte: Autores.

Tabela 1 - Fungos em sementes de feijdo-caupi na presenca de extratos vegetais.

Tratamentos Fungos fitopatogénicos
T1 Curvularia sp.
T2 Rhizopus sp. e Curvularia sp.,
T3 Aspergillus sp., Curvularia sp., Rhizoctonia sp,. Rhizopus sp. e Fusarium sp.
T4 Rhizopus sp. e Curvularia sp.
T5 Aspergillus sp., Rhizopus sp. e Curvularia sp.,
T6 Aspergillus sp., Curvularia sp., Rhizoctonia sp., Rhizopus sp. e Fusarium sp

Fonte: Autores.

DISCUSSAO

Os resultados observados nesse estudo confirmam a capacidade antifingica de extra-
tos vegetais alcodlicos por fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagdo
de esporos, quanto pela capacidade de ativar o metabolismo de defesa das plantas, como o
acamulo de fitoalexinas, indicando a presenca de moléculas com caracteristicas elicitoras

(CUNICO et al. 2004; ; BRAGA, 2007; STANGARLIN et al. 2010; CAMATTI-SARTORI et al,2011;
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VENTUROSO et al; 2011; BORGES et al., 2013) e a prepara¢io de extrato com uso de élcoois

contribui para a extracio de biomoléculas aleloquimicas (ARAUJO et al., 2014).

Resultados semelhantes aos que estdo sendo relatados no presente estudo foram des-
critos por Rozwalka et al., (2008), onde foi possivel verificar que o extrato hidroalcodlico de
cravo-da-india inibiu o crescimento de diferentes tipos de fungos em sementes de feijdo-
caupi e goiaba. Venturoso et al., (2011), analisou a atividade antifingica de extratos vegetais
em sementes de leguminosas, verificaram a presenca de fungos de armazenamento, com o
emprego de extrato vegetal de alho, casca de canela e cravo da india, no estudo os mesmos
mostraram significativa reducdo da incidéncia dos fungos Aspergillus sp., Penicillium sp., C.
kikuchii, Colletotrichum sp., F. solani e Phomopsis sp. A inibi¢do proporcionada pelos extratos foi
observada a partir do terceiro dia de incubagio e persistiu até o final das avaliagdes, assim
como Silva et al. (2009), testando extrato de cravo-da-india obteve resultado em 100% de ini-

bigdo sobre o crescimento de C. gloeosporioides.

Em outra pesquisa realizada por Souza et al. (2007) avaliou o efeito de concentragdes
diferentes de extratos de alho e capim-santo no controle de Fusarium proliferatum em semen-
tes de milho. Os autores obtiveram como resultados extratos que reduziram a taxa de cresci-
mento micelial e a germinagdo dos esporos, assim como reduziram também a incidéncia de

F. proliferatum nos graos.

O extrato de alecrim nio apresentou efeito significativo quanto a inibi¢do de fungos
proveniente das sementes de feijao-caupi. Resultados semelhantes foram encontrados por
André Junior (2018), que ao testar o extrato de alecrim e capim santo em concentragdes de
25% ndo obteve resultados satisfatdrios, ndo havendo diferenca estatistica quando compara-
dos ao tratamento controle. Entretanto, quando Lorenzetti et al., (2018), utilizou extrato de
alecrim na inducao de resisténcia a Macrophomina phaseolina em soja, o extrato foi ¢ capaz de
induzir a atividade de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase em colo e raiz

das plantas.

Marcondes et al., (2014) ao testar extrato de cravo-da-india na concentra¢io de 10%
obteve resultados satisfatérios quanto a inibi¢do do crescimento micelial de fungos, princi-
palmente o fungo do género Fusarium sp. resultados semelhantes foram obtidos no presente
trabalho, onde o extrato de cravo-da-india na mesma concentracdo também inibiu o cresci-

mento micelial dos fungos identificados, dentre eles o Fusarium sp. Santos et al., (2007)
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alcancaram inibigdo total do crescimento dos fungos R. solani e F. oxysporum na concentragdo
de 0,05%. Abdel-Kader et al. (2011) obteve inibicéo total do crescimento de R. solani, Sclerotium
rolfsii e M. phaseolina a partir da concentracdo de 2%. Em trabalhos desenvolvidos com extrato
de alho, este reduziu a incidéncia dos fungos em sementes de abdbora (SOUZA; GERVASIO,

2018), corroborando com esse resultado, Tagami et al., (2009).

Os microrganismos Aspergillus sp. e Rhizopus sp. identificados nos tratamentos, sdo
considerados fungos de armazenamento pois proliferam a semente no periodo de pds
colheita, pouco antes ou durante o armazenamento e sdo indicadores da deterioragdo das

sementes e grdos, causando danos, descoloragio e alteragdes nutricionais (VECHIATO, 2013).

Os demais fungos detectados no experimento, Fusarium sp., Colletotrichum sp.,
Curvularia sp e Rhizoctonia sp., sdo considerados fungos de campo, caracterizados por infectar
as sementes ainda no campo durante o cultivo (SINGH; ALLEN, 1979; ADEGBITE; AMUSA, 2005;
ATHAYDE SOBRINHO; VIANA; SANTOS, 2005; MICHEREFF et al., 2005; PIO-RIBEIRO; ASSIS
FILHO; ANDRADE, 2005;).

Conforme Machado (2000), no manejo integrado de doengas o tratamento sanitario de
sementes com agentes biocontroladores tem sido uma pratica recomendada devido controlar
doencas na fase que antecede a implantagdo da cultura, possibilitando redugdo do uso de
defensivos quimicos. Ethur et al., (2006) sugerem que caso essas sementes fossem semeadas,
as estruturas desses microrganismos benéficos poderiam se estabelecer no solo, tornando-o

supressivo a diversos patégenos.

CONCLUSAO

Nas condi¢Bes estudadas, os extratos vegetais alcodlicos de cravo-da-india, alho,
canela e capim-santo apresentaram efeitos antagdnicos sobre o crescimento de fitopatogénos

em sementes de feijao-caupi.
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